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In Pflanzen wirksames Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung. 
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Z^TJ^l w * ' nach An P a *^9 » den Codongebrauch in Pflanzen -synthetisiert und in Genstrukturen 
Q.eingebaut. die nach Express.on in Pflanzen diese resistent gegen PTC machen. siruKturen 
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In Pflanzen wirksames Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung 

In der deutschen Patentanmeldung P 36 28 747.4 ist ein Resistenzgen gegen Phosphinothricin (PTC) 
yorgeschlagen, das aus der Gesamt-DNA von auf Phosphinothricyl-alanylalanin (PTT)-Resistenz selektier- 
tem; Streptomyces viridochromogenes DSM 40736 (allgemeine Sammlung) bzw. DSM 4112 (Hinterlegung 
unter. Budapester Vertrag) durch Schneiden mit BamHI. Klonieren eines 4,0 kb grotfen Fragments und 
5 Sel^ktion auf PTT-Resistenz erhaltlich ist, sowie die Verwendung dieses Gens zur Herstellung PTC- 
resistenter Pflanzen, als PTT-Resistenz-Marker in Bakterien und als PTC-Resistenz-Marker in Pflanzenzel- 
len. Das 4 kb grotfe BamHI-Fragment, auf dem das Resistengen liegt, ist durch eine Restriktionskarte (Figur 
1) naher definiert. 

Durch Klonieren von^Teilbereichen dieses 4 kb-Fragmentes -wurde ' die Lage des Codierbereichs naher 
jo eingegrenzt. Hierbei zeigte sich, dafl das Resistenzgen auf dem 1.6 kb Sstli-Sstl-Fragment (Positionen 0,55 
bis 2,15 in Fig. 1 der Hauptanmeldung) liegt. Durch Verdauung mit Bglll wird ein 0,8 kb grotfes Fragment 
gewonnen, das nach Einbau in ein Plasmid und Transformation von S. lividans PTT-Resistenz vermittelt. 
Diese Resistenz ist durch die N-Acetylierung von PTC bedingt. Das Resistenzgen codiert somit fiir eine 
Acety (transferase. 

is In der Zusatzanmeldung P 36 42 829.9 ist die DNA-Sequenz des vorstehend genannten 0.8 kb- 

Fragments wiedergegeben. Aus der Sequenz latft sich das Startcodon und der offene Leseraster der 
Gensequenz bestimmen. Das letzte Nucleotid ist Teil des Stop-Codons TGA. 

Gene aus Streptomyceten besitzen mit einem Verhaltnis Adenin (A) + Thymin (T) : Guanin (G) + 
Cytosin (C) von ca. 30 % : 70 % einen sehr hohen Anteil an G + C. Der GC-Anteii von Pflanzengenen liegt 
20 mit ca. 50 % weitaus niedriger. Aus diesem Grunde wurde in weiterer Ausgestaftung des Erfindungsgedan- 
kens die DNA-Sequenz des Resistenzgens durch Neusynthese auf einen fur die pflanzliche RNA-Poiyme- 
rase II gunstigen Codongebrauch optimiert 

Die Erfinding betrtfft eine Modifikation des Resistenzgens, das in der deutschen Patentanmeldung P 36 
28 747.4 und der Zusatzanmeldung P 36 42 829.9 vorgeschlagen ist, namlich eine Anpassung an den 
25 Codongebrauch in Pflanzen. Die entsprechende Aminosauresequenz ist im Anhang wiedergegeben. Weitere 
Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Patentanspruchen definiert oder werden im folgenden erlautert. 

Der genetische Code ist bekanntlich entartet, d.h. dafl nur fur 2 Aminosauren ein einziges Triplett 
codiert. wahrend den restlichen 18 genetisch codierbaren Aminosauren 2 bis 6 Tripletts zugeordnet sind. 
Fur die Synthese des Gens steht somit theoretisch eine grofle Vielfalt von Codonkombinationen zur 
30 Auswahi. Da der genannte relative Anteil der einzelnen Nukleotide an der Gesamt-DNA-Sequenz von Einflufl 
ist, wurde er als eines der Kriterien bei der Sequenzoptimierung zugrunde gelegt 

Folgende Anderungen an dem "sequehzierten Gen wurden durchgefuhrtr - - 

1. Das Streptomycetengen-Startcodon GTG (Position 258-260 in der Sequenz der Zusatzanmeldung) 
wurde gegen das von der pflanzlichen RNA-Polymerase II benutzte Startcodon ATG ausgetauscht. 
35 2. Innerhalb des Gens wurden die Streptomycetengencodons so verandert. dafl in Pflanzengenen 

geeignete Codons daraus resuitierten (G/C-Verhaltnis). 

3. Zur Beendigung des Translationsvorgangs wurde an das Ende der Sequenz das TGA-Stopcodon 
gesetzt. 

4. Anfang und Ende der Gensequenz wurden mit uberhangenden Enden von Restriktionsstellen 
40 versehen, urn das Gen amplifizieren und zwischen pflanzliche Regulationssequenzen ligieren zu konnen. 

5. Palindromische Sequenzen wurden auf ein Mindestmafl reduziert. 

Die erfindungsgemafle DNA-Sequenz I (mit der entsprechenden Aminosauresequenz) ist im Anhang 
wiedergegeben. 

Drei interne singulare Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Xbal (Position 152), BamHI (312) und 
45 Xmal (436) ermdglichen die Subklonierung von Teilsequenzen, die in gut untersuchte Kionierungsvektoren, 
wie etwa pUCl8 Oder pUCl9, eingebaut werden konnen. Zusatzlich wurden innerhalb des Gens eine Reihe 
von weiteren singularen Erkennungssequenzen fur Restricktionsenzyme eingebaut, die einerseits einen 
Zugang zu Teilsequenzen der Acetyltransferase schaffen und andererseits die Durchfuhrung von Variatio- 
nen erlauben: 

50 | 
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Restzriktionsenzym 



Schnitt nach Nucleotid-Nr 



w 



15 



20 



25 



30 



35 



BspMI I 


11 


SacII 


64 


EcoRV 


74 


Hpal 


80 


Aatll 


99 


BstXI 


139 


Apal 


232 


Seal 


272 


Avrll 


308 


Aflll 


336 


StuI 


385 


BssHII 


449 


Fokl 


487 


Bgll 


536 


Bglll 


550 



Der Aufbau der Teilsequenzen durch chemische Synthese und enzymatische Ligationsreaktion erfotatTn 

D '? 50 W«il»tt i Sensequenz wird dann unler der Kontrolle pllanzlieher RegulaBonssianala in Pilar™, 
«n g e,uM und zu. Expression gebraeh,. 01. EP-A 0 , 22 79, gib, sine Ubersich, iJb., MeSn 



40 Beispiele 



Die folgenden Medien wurden eingesetzt: 

a) fur Bakterien: 

YT-Medium: 0.5 % Hefe-Extrakt, 0.8 % Bacto Trypton, 0.5 % NaCI 
45 LB-Medium: 0,5 % Hefe-Extrakt. 1 % Bacto Trypton, 1 % NaCI 
als Festmedium: jeweils Zugabe von 1,5 % Agar 

b) fur Pflanzen: 

M + S-Medium: Siehe Murashige und Skoog, Physiofogica Plantarum 15 (1962) 473 
2MS-Medium: M + S-Medium mit 2 % Saccharose 

50 ^a; 0 ;^^ 1 M t S ; Medium mit 2 % Saccharose. 500 mg/l Cefotaxim. o.l mg/l Naphthylessigsaure 
(NAA), 1 mg/l Benzylaminopurin (BAP). 100 mg/l Kanamycin iny.essigsaure 

MSClS-Medium: M + S-Medium mit 2 % Saccharose, 500 mg/l Cefotaxim. 100 mg/l Kanamycin 
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1 . Chemische Synthese eines einzelstrangigen Oligonukleotids 

Als Ausgang fur die Synthese des Fragments II, eines der vier Teilfragmente I * IV, diente das 
endstandige Oligonukleotid lie (Nukleotide Nr. 219 bis 312 des codierenden Stranges der DNA-Sequenz I). 
5 Fur die Festphasensynthese wird das am 3'-Ende stehende Nukleosid, im vorliegenden Fall also Guanosin 
. (Nukieqtid Nr. 3 12). uber die 3'-Hydroxyfunktion kovalent an einen Trager gebunden verwendet. 
Tragermaterial ist mit langkettigen Aminoalkylresten funktionalisiertes CPG ("Controlled Pore Glass"). Im 
ubrtgen folgt die Synthese den (aus den auf Seite 4, Zeile 3-4 genannten EP-A) bekannten Methoden. 
Der Syntheseplan ist in die DNA-Sequenz II (Anhang) eingezeichnet die im ubrigen der DNA-Sequenz I 
w entspricht. 



2. Enzymatische Verknupfung^der einzelstrangigen Oligonucleotide zu dem Genfragment II 

is Zur Phosphorylierung der Oligonukleotide am 5'- Terminus wurde je 1 nmol der Oligonukleotide Mb und 

lie mit 5 nmol Adenosintriphosphat und 4 Einheiten T4-Polynukleotid-Kinase in 20 ul 50 mM Tris-HCl-P'jffer 
(pH 7,6). 10 mM Magnesiumchlorid und 10 mM Dithiothreitol (DTT) 30 Minuten bei 37'C benanceit. Oas 
Enzym wird durch funfminutiges Erhitzen auf 95°C desaktiviert. Die Oligonukleotide Ma una !ld. weiche ;m 
DNA-Fragment II die "uberhangende" Sequenz bifden, werden nicht phosphoryliert Dies verhmdert bet der 

20 nachfoigenden Ligation die Ausbildung grotferer Subfragmente als sie dem DNA-Fragment II entsprechen. 

Die Oligonukleotide II (a-d) werden wie folgt zum Subfragment II ligiert: Je 1 nmol der Oligonukleotide 
lla und lid sowie der 5'-Phosphate von Mb und Me werden zusammen in 45 ul Puffer, enthaitend 50 mM 
Tris-HCI (pH 7,6) 20 mM Magnesiumchlorid. 25 mM Kaliumchlorid und 10 mM DTT. geicst. ~*Jf das 
"Annealing" der Oligonukleotide gema/3 DNA-Fragment II wird die Losung der Oiigonukfeotide 2 Minuten 

25 auf 95°C erhitzt und dann langsam (2-3 Stunden) auf 20°C abgekiihlt. Zur enzymatischen VerKnupr'ung 
setzt mann dann 2 ul 0,1 M DTT. 8 ul 2.5 mM Adenosintriphosphat (pH 7) sowie 5 ul T4-DNA-Ligase (2000 
Units) zu und inkubiert 16 Stunden bei 22°C. 

Die Reinigung des Genfragments II erfolgt durch Gelelektrophorese auf einem 10 %igen Polyacrylamid- 
gel (ohne Harnstoffzusatz, 20 o 40 cm, 1 mm Dicke), wobei als Markersubstanz 0X 174 DNA (Fa. BRL), ge- 

30 schnitten mit Hinfl. oder pBR322, geschnitten mit Haelll, diente. 

Die Herstellung der Genfragmente I, III und IV erfolgt analog, wobei aber die "uberhangenden" 
Sequenzen vor dem "Annealing" in die 5'-Phosphate ubergefuhrt werden, da kein Ligationsschritt erforder- 
lich ist. 

3. Herstellung von Hybridplasmiden, die die Genfragmente I, tl, III und IV enthalten. 
a) Einbau des Genfragmentes I in pUCl8 

40 Das handelsubliche Plasmid pUC18 wird in bekannter Weise mit den Restriktionsendonukleasen Sail 

und Xbal nach den Angaben der Hersteller gedffnet. Der Verdauungsansatz wird auf einem 1 %igen 
Agaroseget durch Elektrophorese in bekannter Weise aufgetrennt und die Bruchstucke durch Anfarben mit 
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die Plasmidbande (ca. 2,6 kb) wird anschlie/tend aus dem Agarosegel 
herausgeschnitten und durch Elektroelution von der Agarose abgetrennt. 

45 1 ug Plasmid. mit XBal und Sail gedffnet, wird dann mit 10 ng des DNA-Fragments I uber Nacht bei 

16°C ligiert. 



b) Einbau des Genfragmentes II in pUCl8. 

50 

Analog zu a) wird pUCl8 mit XBal und BamHI aufgeschnitten und mit dem Genfragment II, das zuvor 
wie in Beispiel 2 beschrieben an den uberhangenden Enden phosphoryliert wurde, ligiert. 

55 c) Einbau des Genfragmentes Ml in pUCl8 

Analog zu a) wird pUCl8 mit BamHI und Xmalll aufgeschnitten und mit dem Genfragment III ligiert. 



4 



•*o 



45 



50 



55 



0 275 957 

d) Einbau des Genfragmentes IV in pUC 18 

Analog zu a, wird P UC18 mit Xma.l. und Sail geschnitten und m,t dem Genfragment IV ligiert 

5 

4. Aufbau des komptetten Gens und Klonierung in einem pUC-Plasmid 
a) Transformation und Ampijfjkation der Genfragmente I - IV 

karesistenzen bzw. -empfindlichke te , se^oniL^ ^ und hTI ! . f dM P ' 3Smid vermitte >te" Antibioti- 
> Ze,en werden die HybVas^ ^oten der 

schn.tten und die Genfragmente I. ... .,. und .V durch oJLSZ^Z^. ReStr '* ,0nsen ^ men ^ 

b) Verknupfung der Genfragmente I. II, III und IV zum Gesamtgen 

Die durch Amplifikation erhaltenen Subfragmente I und II werden wie folat verknUnft inn ^ 
-sol.erten Fragmente I und II werden zusammen in 10 ul Puffer enthaZd 5 t - P J?, J* " 9 der 

(Nukleotide 1-312. Sall-BamHI) durch Gelelektroohorese a ,,f o .! . 9ew " nschte 312 bp-Fragment- 

wobei als Markersubstanz 0X 174 RF DN A (F > BRh nlh h ! 960 Po, y acr y'a™idgel gereinigt. 

£um Aufbau des Gesamtgens (DNA-Sequenz I) werden 15 nn ^10 k~ c: 
245bp-Fragmente S mit 1 ug des hande.sub'chen P^smlds P UC ? 8 das llo^dem R^V* ** 

5. Transformation der Hybridpiasmide 

6. Fusion des synthetisierten Gens an Regulationssignale. die in Pflanzen erkannt werden. 

□urcn die Ligation des Resistenzgens wurde dieses hinter dem Prnmnw „„h 
35S-Transknpts inseriert. Die korrekte Orientierung d^G^^S^^^T Tem,,n«or des 

Der Promoter des ST-LSl-Gen aus So.anum tuberosum (Eckes et a! mTc ° r T^ 65 ^ 
wurde ebenfalls zur Expression des optimierten A cetyltransfe nTlns n P " l^e^Se, *" ^ ^ 



5 
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7. Einschleusen des Resistenzgens mit den Regulationssequenzen in Agrobacterium tumefaciens 
a) Kointegrat-Methode 

Die gesamte Transkriptionseinheit aus Promoter, optimiertem Resistenzgen und Terminator (Beisoiel fiv 
wurde. m.t dem Restriktionsenzym EcoRI ausgeschnitten und in die EcoRI-Schnittstelle des intermediamn 
E, coh-Vektors pMPKIIO ligiert (Peter Eckes. Dissertation. Univ. Koln. 1985. S. 91 f.). Dieser intermedia™ 
Vektor war notig. urn das Resistenzgen mit seinen Regulationssequenzen in das Ti-Plasmid von AarobactZ 
gum tumefaciens zu iiberfuhren. Diese sogenannte Konjugation wurde nach dem von Van Haute at" ? 
(EMBO J. 2 (1983) 411) beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. Dabei wurde das Gen mit ,££ 
Regulahonssignalen durch homologe Rekombination uber die im pMPK 11 0- Vektor und im Ti-Plasmirt 
pGV3850kanR (Jones et a... EMBO J,4 (1985) 24,1) entha.tenen Sequenzen des StandardveMors pBR322 
in das Ti-Plasmid integriert. H J " 

Dazu wurden je 50 ul frische Flussigkulturen der E. coli-Stamme DH1 (Wirtsstamm des pMPKno- 
Denvates) und GJ23 (Van Haute et al.. Nucleic Acids Res. 14 0986) 5857) auf einer trockenen YT- 
Agarplatfe vermischt und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Baktenen wurden .n 3 mi 10 mM McSo 
resuspendiert und auf Antibiotika-Agarplatten ausplattiert (Spectinomycin 50 ug ml: Seiektion *uf cMPKi -o-' 
Tetracyclm 10 ug/ml: Seiektion auf R64drd11; Kanamycin 50 ugml: Seiektion auf P GJ28) Die auf * er 
seekt.ven Agarplatten wachsenden Bakterien -enthielten die drei Plasmide und wurden fur die Koniuoa^^ 
m,t Agrobacterium tumefaciens in YT-FIUssigmedium bei 37°C vermehrt. Die Agrobakter.en wurden ,n LB- 
Med.um be, 28°C kultiviert. Je 50 al Bakteriensuspension wurden auf einer trockenen YT-Agarolatt= 
sent und fOr 12 bis 16 Stunden bei 28°C inkubiert. Die Bakterien wurden In 3 ml ,rj mM^s'^ 
resuspendiert und auf Antibiotikaplatten ausplattiert (Erythromycin 0.05 g.i Chloramphen.c- ~" 
Selektron auf den Agrobakterienstamm; Streptomycin 0.3 g,l und Spectmomycin 0 i g I SeieKtion^uf — 
Integration des pMPK1 10 in das Ti-Plasmid). Auf diesen selektiven Flatten kdnnen nur Agrobakter.en 
wachsen be, denen das pMPK1 10-Derivat durch eine homologe Rekombination ,n das bakterielle Ti- 
Plasmid integnert ist. rew 

Auf dem Ti-Plasmid P GV3850kanR war nun neben dem schon vorher vorhandenen, in Pflanzen 
w.rksarnen Res.stenzgen gegen das Antibiotikum Kanamycin auch das Resistenzgen gegen PTC lokalisiert 
Bevor d.ese Agrobakterienklone fUr die Transformation eingesetzt wurden. wurde durch etn "Southern-BloT- 
Expenment uberpriift. ob die gewunschte Integration erfolgt war. 



b) 8,'nare Vektor- Methode 



Es wurde das binare Vektrosystem. das von Koncz et al. (Mol. Gen. Genet. 204 (1986) 383) be- 

nPrwnT W °h r " ar H verVy T det ' ^ V ° n KonC2 ^ al, (PNAS 84 (,987) 131) beschriebene Vektor 
PPCV701 wurde fo.gendermaflen verandert: Mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll wurde ein 
Fragment, auf dem u.a. die Promotoren TRl und TR2 lokalisiert sind. aus dem Vektor entfernt Das 
result.erende Plasmid wurde rezirkularisiert. In die vorhandene EcoRI-Schnittstelle auf diesem Vektor wurde 
e,n ca 800 Basenpaare langes Fragment aus dem Vektor pDHSI inseriert. auf dem Promotor und 
Marr^L?^ 5S " TranSkripteS 3US Cauli,lower Mos ™ Virus lagen (Pietrzak et al.. Nucleic Acids Res 14 
(1986) 5858). Das resultierende Plasmid pPCV801 hatte zwischen 35S-Promotor und -Terminator eine 
smgulare Sa.l-Schnittstel.e. in diese Schnittste.le wurde das optimierte PTC-Res,stenzgen inseriert Seine 
Expression stand nun unter der Kontrolle der 35S-Transkript-Regulationssequenzen 

Dieses Plasmid (pPCVSOlAc) wurde in den E_ coli-Stamm SM10 transformiert (Simon et al 
B.o.Technology 1 (1983). 784). Zur Uberfuhrung des P.asmids pPCVSOlAc nach Agrobacterium tumefa- 
£iens wurden ,e 50 ul der SMIO-Kultur und einer C58-Agrobakterienkultur (GV310 1 Van Larebek e~eTir 
Nature 252 (1974) 169) mit dem Ti-Plasmid P MP90RK (Koncz et a... Mol. Gen. Genet. 204 (1986) 383 Is* 
Heferplasm.d auf einer trockenen YT-Agarplatte vermischt und fur ca. 16 Stunden bei 28'C inkubiert Die 
Baktenen wurden anschliefiend in 3 ml i mM MgSO. resuspendiert und auf Antibiotikaplatten ausplattiert 
(R,famp,an 0.1 g,l: Se ekt.on auf GV3101. Kanamycin 0.025 g„: Seiektion auf pMP90RK CarbenicL 0 1 
g,l: Selekt.on auf pPCVSOlAc,. Auf diesen Platten konnen nur Agrobakterien wachsen die beide Plasmide 
(PMP90RK «nd PPCVSOlAc, enthalten. Bevor diese Agrobakterien fur die Pf.anzentransfo^ma^on efngeTeS 
wurden^ wurde durch.. Southern Blotting v. uberpruft. -da/3 das Plasmid pPCVSOlAc in seiner korrekten Form 
in den Agrobakterien vorhanden ist. 
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8. Transformation von Nicotiana tabacum durch Agrobacterium tumefaciens 

T^^^ST* 860 WUrd8 mitte,S ^ S ° 9enannten "' eaf diSC " T — 'o-ationsmethode in 
s D ie Agrobakterien wurden in 30 ml LB-Medium mil den entsprechenden Antibiotika bei 28'C unter 

standigem Schutteln herangezogen (etwa 5 Tage). Dan wurden die Bakterien durch eine zehnminoSoe 

Zentnfugat.on be, 7000 rpm in einer Christ-Zentrifuge sedimentiert und einmal mit 20 ml 10 mM MqSo! 

gewaschen, Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Bakterien in 20 ml 10 mM MgSO* susDendiert 

und .n e,ne Petnschale; Gberfuhrt. Fur die B.attscheiben-.nfektion wurden Blatter von in SlJnWSSS- 
w Med,um w|chsenden Wisconsin 38-Tabakpf.anzen verwendet. Alle Sterilkulturen wurden bei 25 b s 27-C To 

einem 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkel-Rhythmus bei Weifllicht gehalten 

Tabakblatter wurden abgeschnitten und die Blattoberflachen mit Sandpapier verwundet. Nach der 

Verwundung wurden d.e Blatter in k.einere StCicke zerschnitten und in die Bakterienkultur qetaucht Dann 

rs gehalten. Nach der zwe.tag.gen Infektion mit den Bakterien wurden die B.attstucke in flussigem M?s- 
Med.um gewaschen und auf MSClO-Agarp.atten ciberfuhrt. Transform ierte Sprosse wurden aufgrund der 
mrtubertragenen Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin selektioniert. 3 bis 6 Wochen spacer wurden 
d.e ersten Sprosse sichtbar. Einzelene Sprosse wurden auf MSClS-Medium in Glasdosen we/terkultiviert In 
den folgenden Wochen,' bildeten einige der abgeschnittenen Sprosse an der Schnittstelle WurX 

20 n J^nLZTT P "f^ en . k ° nmen 3UCh dir9kt 3U ' PTC - halti 9en Pflanzenmedien selektioniert werden 
Durch DNA-Analyse ("Southern Blotting") und RNA-Ana.yse ("Northern Blotting") der transform^' 
Pflanzen wurde das Vorhandensein und die Expression des PTC-Resistenzgens nachgewiesen 

25 9. Nachweise der PTC-Resistenz der transformierten Pflanzen 

Zur Oberpriifung der Funktionalitat des Resistenzgens in transformierten Pflanzen wurden Blattfraa- 
mente transformierter und nichttransformierter Pflanzen auf M + S-NMhrmedien mit 1 10* M L-PTC ~ 
uberfuhrt. Die Fragmente nichttransformierter Pflanzen starben ab. wahrend aus den Fragmenten transfer- 
ee m.erter Pflanzen neue Sprosse regeneriert werden konnten. Transform ierte Sprosse bewurzelten und 
wuchsen ohne Prob.eme auf M + S-Nahrmedien mit 1.10 3 M L-PTC. Transformierte Pflanzen wurden aus 
stenlen Bed.ngungen .n Erde getopft und mit 2 kg/ha und 5 kg/ha PTC bespruhrt. Wahrend nichttransfor- 
mierte Pflanzen diese Herbizidbehandlung nicht uberlebten. zeigten transformierte Pflanzen keine durch das 
Herb.z.d bew.rkten Schadigungen. Das Aussehen und Wuchsverhalten der bespruhten, transformierten 
35 Pflanzen war mmdestens genauso gut wie bei unbespruhten Kontrollpflanzen. 

10. Acetyltransferase-Test zum Nachweis der PTC-Acetylierung in transgenen, PTC-resistenten Pflanzen 

40 r^'i! 00 ^ B 'f 9e ^ ebe v °" transgenen. PTC-res.stenten Tabakpflanzen bzw. von nichttransformierten " 
Tabakpflanzen wurden m e.nem Puffer, bestehend aus: 50 mM Tris/HCI pH 7 5- 2 mM EDTA- 0 1 ma/ml 

\ZZ^»7eT P inde — a,bUm - °" 3 DTT; 0,5 mg.m, Pheny.methylsu.fonylfiuorid 

Nach anschlieflender Zentrifugation wurden 20 m des klaren Oberstandes mit 1 ul 10 mM radioaktiv 

45 markierten D.L-PTC und 1 ul 100 mM Acety.-CoA fur 20 Minuten bei 37'C inkubiert. Anschlieflend wurde 
d,e Reakt.onsm,schung mit 25 ul 12 % Trichloressigsaure versetzt und abzentrifugiert. Vom Uberstand 
wurden 7 ul auf eine Duhnschichtchromatographie-Platte ubertragen und in einem Gemisch aus Pyridin • n- 
? Ut ?7L;^ SSi9SaUre : W3SSer (5 ° ; 75 : 15 : 60 Volum enteile) aufsteigend zweimal entwickelt. PTC und 
Acetyl-PTC wurden so voneinander getrennt und konnten durch Autoradiographie nachgewiesen werden 

so N.chttransform.erte Pflanzen zeigten keine Umsetzung des PTC zum Acetyl-PTC wahrend transoene' 
resistente Pflanzen dazu in der Lage waren. ^° 
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AnsprUche 

l.Resistenzgen. codierend fur das Protein der Aminosauresequenz I (Anhang). dadurch gekennzeichne, 
da/3 es.an den Codongebrauch in Pflanzen angepaflt ist. geKennzeichnet. 

9-554) ReSiStenZ9en AnSPmCh 1 ' 9ekennzeichnet durch di * DNA-Sequenz I (Anhang, Nukleotidposition 

nJS^dXSZ^*^ d ' e DNA " Sequenz ' (Anhan9) ' 9ekoppe,t an in 

4. Vektor. gekennzeichnet durch das Resistenzgen .nach Anspruch 1 oder 2 

5. Vektor. gekennzeichnet durch sine Genstruktur nach Anspruch 3. 

6. Vektoren, gekennzeichnet durch eines oder mehrere der Genfragmente I -IV 

7. Wirtszelle. gekennzeichnet durch einen Vektor nach Anspruch 4. 5 oder 6 

8. Pflanzenzelle. gekennzeichnet durch em Gen nach Anspruch 1 , 2 oder 3 

9. Pflanzen deren Teile und Samen. gekennzeichnetdurch ein Gen nach Anspruch 1 2 oder 3 

10 Verwendung des Gens Anspruch 1 oder 2 bzw. der Genstruktur -nach Anspruch 3 zur Erzeuouna 
von Phosph.nothncn-resistenten Pflanzenzetfen, Pflanzenteilen. Pflanzen und Samen E.zeugung 

Patentanspruche fur den folgenden Vertragsstaat ES: 

1^ Verfahren zur Herstellung eines Resistenzgens gegen Phosphinothr.cin (PTC), dadurch -ekennz^c- 
net. dafl man em Gen synthetisiert. das fur das Protein der Aminosauresequenz I Anhanc o c£ZZ 
der Codongebrauch in Pflanzen berucksichtigt ist. esequenz (Anhang; codiert. wuoe. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dafl das Gen die DNA-Seauen 7 I m n h ann 
Nucleotidposition 9-554) hat. bequenz I (Anhang, 

h J' „ Verf f ren ZUf Herstell " n 9 PTC-resistenter Pflanzenzellen. Pflanzen, Pflanzenteile oder Samen 
dadurch gekennze,chnet dafl man ein nach Anspruch 1 oder 2 erha.tenes Gen an in Pflanze wifksame - 

STS^XSS^^ kOPPe,t ^ S ° erha ' tene ™" 



